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从 提取 细胞 色素 丙 后 的 猪 心 
残渣 中 制备 辅酶 Qi 的 研究 


HUE H HW KRE 


《中国 科 学 院 民 明 动 物 研 究 记 ) 


辅酶 Qi (以 下 简称 Qit) 是 一 种 新 的 生化 药物 ， 有 重要 的 临床 用 途 〈 中 国 科学 院 昆 
表 动 物 研究 所 回 酶 Qie 研 究 组 ，1979) 。Qais 的 钢 备 虽 可 采 轴 化 学 合成 法 ， 但 此 法 难度 较 大 
且 不 经 济 。 自 动物 、 植 物 、 微 生物 中 提取 Qo 是 国外 工业 生产 Qo 的 主要 途径 。 我 国 大 部 
分 生物 制药 厂 以 猪 心 为 原料 生产 册 胞 色素 两， 因此 经 提取 细胞 色素 丙 后 的 猪 心 残 溃 数 量 
极 大 。 但 这 些 猪 心 残渣 一 般 被 用 作 肥 料 或 饲料 。 已 知 在 猪 心中 Qu 含量 丰富 和 Qu 在 酸性 
条 性 下 不 稳定 。 (Korner, 1974) 于 是 这 种 经 酸性 溶液 处 理 的 猪 心 残 酒 是 否 还 含有 未 分 
解 的 Qio， 其 含量 是 多 少 ? 是 综合 利用 这 些 猪 心 残 酒 的 前 握 。 本 文 证 明 ， 这 种 猪 心 残 蓝 
仍然 含有 未 分 解 的 Qio， 其 含量 与 新 评 猪 心中 相同 ， 从 而 为 Qio 的 工业 生产 找到 了 一 种 来 
源 充足 、 份 廉 物 美的 原料 。 另 外 ， 本 文 比较 并 发 展 了 一 些 Qua 的 制备 方法 ， 为 确定 Qi 的 
工业 生产 工艺 路 线 提供 了 实验 依据 。 最 后 本 文 发 展 了 一 种 Qi 的 扫描 薄 层 层 析 分 析 法 ， 
是 目前 已 知 各 种 Qio 分 析 法 中 较 理想 的 一 种 。 
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材 料 和 方法 


材料 ”1, 试 剂 与 原料 ” 心 浊 为 提取 细胞 色素 再 后 的 猪 心 残 注 ， 单 乙 氧 基 QQio 和 双 乙 氧 
基 Qio， 自制 ! Qo 标准 品 ，BDH 产品 ， REBE HF E. Merk i WAA, Carlo 
Erba 产 品 : 其 余 各 种 试剂 系 市 售 商品 ， 供 分 析 用 时 为 试剂 级 ， 否 则 除 特 别 注 明 外 均 为 工 
业 品 。 

LRR 双 波 长 薄野 扫描 仪 ， 岛 津 产品 ; MERAH. RRs BRAM RT 
MM. EMBO Aim 紫外 分 光 光 度 计 ，Specord UV—VISH, 

分 析 方法 “1, 分 光 光 度 法 Craren (1962) 试验 ， Dam-Karrer (1972) 试验 ，Wiss- 
Brubacher (1961) 试验 。 


+ ”江苏 泰 州 生物 制药 广 调 克 俊 同 志 ， 上 海 昆 点 所 周 振 离 同志 参加 本 文部 分 工作 并 协助 奖 定 马 10， 特此 致谢 。 
本 文 1980 年 4 月 11 昌 收 到 ，1984 年 8 Hs ARE, 
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规 方 法 用 薄 层 涂 布 器 制 成 薄 层 层 析 板 ， 薄 层 厚 度 为 0.25 毫 米 。 用 滤纸 移 样 法 加 样 ， (上 
海 昆 忠 研 究 所 ，1973)，、 然 后 在 连续 式 薄 层 展开 仪 中 用 氯仿 : Æ (1:1) 或 乙醚 : 石油 本 
(1:4) 展开 10 厘米 。 在 兹 外 灯 下 检查 荧光 或 用 砚 燕 气 淀粉 水 溶液 法 显 色 。 作 兹 外 薄 层 
扫描 时 ， 采 用 反 射 法 锯齿 形 扫描 。 狭 链 宽 度 及 高 度 均 为 1.25 毫 米 。 对 照 波长 为 350 毫 微 
米 ， 记 录 纸 速度 40 毫米 | 分。 记录 器 灵敏 度 为 x 2, 

Sent ” 繁 外 吸收 光谱 测定 样品 溶 于 无 水 乙醇 ， 以 无 水 乙醇 为 对 照 ， 先 测 氧化 
型 吸收 光谱 。 然 后 在 化 色 杯 中 加 入 0.01 毫 升 新 鲜 配 制 的 0.7%% 翻 复 化 钠 水 溶液 ， OF 
气泡 完全 消失 后 立即 济 还 原型 吸收 光谱 。 红 外 吸收 光谱 测定 ， 用 省 化 狠 压 片 法 测定 。 核 
BRERA: 样品 溶 于 四 和 握 化 碳 后 测定 。 








找 化 法 制备 Qi。 1 ,新 鲜 心 污 息 化 法 “” 按 干 心潮 重量 计算 加 入 30% 焦 性 没食子 酸 ， H 
Sl, MA 3 一 3,5 倍 体积 乙醇 及 32%% 氢 氧化 钠 。 通 流 25 分 钟 。 使 曾 化 液 迅速 冷却 至 30°C 
左右 ， 加 入 其 体积 的 1110 量 的 石油 本 或 120 号 汽油 萃取 2 一 3 次 。 茶 取 液 用 水 反复 洗 淋 至 
中 性 ， 减 压 浓 缩 茶 取 液 至 原 体 积 的 1110 一 1120，- 5?C 过 变 后 滤 除 析 册 的 杂质 。 滤 流通 
过 硅胶 柱 吸 附 ， 用 10% 乙 莽 石 油 醚 或 乙醚 汽油 溶剂 洗 脱 ， 收 集 黄 色 带 中 心 部 分 洗 脱 液 ， 
减 压 除去 溶剂 后 使 残留 的 黄色 油状 物 湾 于 无 水 乙醇 《5 一 20 毫 升 /100 克 于 心潮 ) 。 在 冰 
箱 中 过 夜 后 滤 出 Qi 结晶 25 一 40 豪 克 )100 死 于 心 酒 。 熔点 46， 5 一 47 .52C。 

2. 油 虑 化 法 ”取经 丙酮 部 分 脱水 的 心潮 〈 含 水 是 26%) 196 克 ,加 93% Z R M = 
次 ， 每 次 343 毫 升 ,第 一 次 肖 流 二 小 时 ， 后 二 次 各 浊 流 一 小 时 ， 共 得 抽 提 液 1115 训 升 。 减 
压 燕 去 溶剂 后 得 棕 黑色 油 20 毫 升 《相当 于 13 毫 升 1100 克 干 心潮 ) . MATION 乙醇 100 % 
升 ， 焦 性 没食子 酸 7 克 ， 氨 氧化 钠 〈C. P) 7 克 ， 泛 流 25 分 钟 。 立 即 用 委 来 水 冷却 ， 加 
入 30 毫 升水 ， 用 汽油 区 取 三 次 ， 每 次 50 毫 升 。 蔡 取 液 合并 后 用 水 洗 桨 三 次 ， 茜 取 液 作 20 
ERR BH, M Craven 法 测 出 Qio 含 其 为 12 毫 克 ， 即 8,3 B51 TDR, 

非 沁 化 法 制备 Qi FOR TESOCH A PH Bh, W i b> HR CR KES) 
100 克 ， 加 入 石油 栈 150 毫 升 浸泡 16 小 时 。 慑 出 石油 醚 液 后 再 加 150 训 升 石油 RE 浸泡 半 小 
时 。 二 次 漫 泡 液 通 过 30 克 砂 酸 锁 层 析 柱 (3,5 xS, MASERAK ERE 
成 分 几乎 完全 演出 。 然 后 用 10% 乙 酝 石油 醛 尝 脱 。 减 压 燕 去 洗 脱 液 中 次 剂 后 ， 残 留 物 次 
于 25 毫 升 无 水 乙醇 ， 置 冰箱 二 日 后 ， 滤 出 Qi 结晶 ， 再 用 无 水 乙醇 重 结晶 一 次 ， 得 Qio 结 
唱 36 毫 克 ， 即 37.9 毫 克 1100 克 心 洁 ， 滤 点 47 一 482C。 

Qu 的 定性 分 析 1. Craven 试验 ”用 620 毫 微米 波长 测定 的 结果 见 表 1 。 其 最 大 吸收 
慎 在 反应 后 1,5 分 钟 ， 此 时 的 光 密 度 与 Qt 浓度 成 正比 。 

2.Dam-Karrer 试 验 ”用 580 毫 微米 波长 测定 的 结果 见 坎 2 。 其 最 大 吸收 值 在 反应 后 
5 一 11 分 钟 ， 第 8 分钟 的 光 密 度 与 Qi 浓度 成 正比 。 

3、Wiss-Brubacher 试验 用 570 泌 微米 波长 测定 反应 后 25 一 30 秒 钟 时 的 最 大 吸收 信 
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表 1 辅酶 Qio 的 Craven 试验 
Table 1 Craven's test of Co Qin 
sae 
Tg 100 150 200 300 400 
EAX O S 
反 0.5 60 120 195 265 410 550 
应 1.0 85 170 235 355 540 690 
时 os 90 176 264 360 560 725 
间 2.0 85 165 250 340 530 700 
分 2.5 62 153 230 310 480 660 
od 3.0 60 140 205 280 440 615 
家 2 辅酶 QQ 的 Dam- 开 arrer 试 验 
Table 2 Dam-Karrer assay of Co Qio 


eer E 应 时 A GH 
Qio GET) 1 2 3 4 5 6 F 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 








0.5 7.5 20 37 45 50 55 55 57 60 58 55 54 54 5L 51 48 45 45 45 40 
1.0 45 75 95 110 115 114 115 115 115 110 105 105 102 100 938 95 $0 90 85 83 
表 3 辅酶 QQ 的 Wiss-Brubacher 试验 
Table 3 Wiss-Brubacher assay of Co Qio 
Qi EE) 50 100 200 300 
+. A x 1000 20 45 85 125 





4. 薄 层 扫描 法 1, 紫 外 吸收 曲线 及 景 大 吸收 波长 ， RNB DAP HSH HRQL, 经 
菏 层 层 析 后 ， 在 紫外 波段 的 薄 层 扫描 结果 (图 1 ) 表明 ，Qie 在 层 析 板 上 仍 保留 其 特有 的 
紫外 吸收 曲线 ， 其 最 大 吸收 波长 为 280 罕 微米 。 

2. 硼 轰 化 钠 还 原 试验 ， 层 析 板 上 喷 上 10% 凋 氧化 钠 水 洲 液 后 ， ABQ. HERA 
班 点 立即 变 为 还 原型 的 无 色 斑点 。 这 种 还 原型 斑点 昌 在 紫外 灯 下 仍 显 紫 黑 色 荧 光 ， 但 荧 
光 强 度 明显 减弱 ， 用 275 毫 微米 扫描 时 ，1.74 窒 克 的 Qi 斑点 的 毁 化 型 积分 值 为 13.8 毫 米 
还 原型 的 为 6,1 毫 米 ， 二 者 相差 7.7 毫 米 。 

3. 点 样 量 与 氧化 型 积分 值 ， 在 点 样 量 为 0.29 一 7.0 微克 范围 为 ， 各 更 点 的 积分 值 是 
一 条 通过 原点 的 直线 (图 2) 

4. 毛 化 型 积分 值 与 还 原型 积分 值 之 差 同班 点 纯度 关系 ; 已 知 纯度 为 96 色 的 Qio 样 品 ， 
点 样 2 徽 升 后 ， 薄 层 扫描 的 氧化 型 积分 值 为 16.90。 由 氧化 型 标准 有 曲线 查 出 其 Qie 含 量 为 
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LOTR St, IRIAN? SER, AIL AHO. ER, 1.74 be 准 
Qu 的 氧化 一 还 原型 积分 值 差 为 7.? 训 米 ， 因 此 样品 Qio 按 氧化 一 还 原型 积分 值 it H, 
其 含量 为 1.03 微 克 | 微 升 。 于 是 氧化 型 积分 值 与 氧化 一 还 原型 积分 值 差 同 样品 已 知 纯度 
一 致 。 

Qin HEE 自 心 酒 制备 的 Qi 其 此 外 吸收 光谱 ， 红外 吸收 光谱 及 核磁 共振 图 if (图 
1 ` 3 y 4 ) 9 与 标准 品 Qio 的 这 些 图 谱 完 全 一 致 。 
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Fig. 1 Ultraviolet absorption spectra of Fig. 2 Quantification of Co Qio with thin 
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Fig. 3 Infrared absorption spectra of Co Qyo 
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Fig. 4 Nuclear magnetic resonance 
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定 证 实 是 米 分 解 的 Qio。 我 们 自 新 鲜 猪 心 按 皂 化 法 制备 的 Quo 为 22 一 33 毫 殉 门 0 死生 心 
肌 ， 与 自 心 渣 制备 Qi 的 得 率 相当 ， 从 而 为 我 国 许多 生物 制药 厂 心 渣 的 综合 利用 开辟 了 
一 条 新 途径 ， 也 为 生化 新 药 Qi 的 工业 生产 找到 了 一 种 数量 充沛 ， 价 廉 物美 的 原料 。 

从 生物 材料 中 进行 Qie 的 工业 生产 ， 国 外 采用 后 化 法 。 近 年 来 主要 使 用 油 皂 化 法 。 我 
们 的 结果 提示 油 皂 化 法 虽 可 节约 焦 性 没食子 酸 及 氨 氧 化 钠 用 量 ， 从 而 可 以 降低 成 本 及 减 
轻 对 环境 的 污染 ， 但 Qio 的 得 率 仅 是 一 般 卸 化 法 的 114 一 115。 在 用 皂 化 法 时 , ARERI 
焦 性 没食子 酸 必 须 等 比例 才能 防止 Qio 的 乙 氧 基 化 。 而 氢 氧 化 钠 的 用 量 决定 皂 化 的 程度 
及 Qi 的 得 率 。 我 们 的 结果 提示 皂 化 时 氧 氧 化 钠 用 量 达 到 60 克 1100 克 干 心肌 时 ， 则 Qi 的 
得 率 仅 为 一 般 扣 化 法 的 112 一 113， 油 皂 化 时 其 用 量 在 9.4 克 /100 克 干 心肌 时 Qo 几乎 全 部 
BH, 

用 非 皂 化 法 进行 Qie 的 工业 生产 ， 至 今 尚 未 见 有 人 报道 。 我 们 的 小 批量 试验 提示 完 
全 可 以 用 非 皂 化 法 进行 Qi 的 工业 生产 。 此 法 的 关键 是 使 心 潭 脱水 和 用 砂 柄 镁 作 吸 A 
进行 柱 屋 析 。 其 得 率 至 少 与 皂 化 法 相当 。 由 于 非 皂 化 法 所 用 小 剂 可 以 回收 ， 改 除了 焦 性 
没食子 酸 及 碱 ， 产 品 中 无 夹杂 乙 氧 基 Qio 之 处 ， 制备 成 本 较 低 ， 加 上 提取 后 心潮 及 分 离 
的 大 量 杂 质 如 甘油 三 酯 、 游 离 脂 肪 酸 等 可 以 进一步 综合 利用 ， 又 不 会 产生 三 废 ， 履 非 电 
化 法 工艺 成 熟 后 有 可 能 完全 取代 皂 化 法 工艺 。 但 非 皂 化 法 必需 砂 酸 镁 柱 层 析 ， 砂 酸 镁 的 
用 量 为 皂 化 法 的 2 一 5 展 ， 而 市 上 不 易 购 得 此 种 吸附 剂 ， 是 实现 非 皂 化 法 工艺 的 缺点 。 
这 可 以 用 工业 泡 化 猎 ( 砂 酸 钢水 深 液 ) 及 工业 氧化 镁 作 原料 自制 砂 酸 镁 加 以 克服 。 

有 关 薄 层 扫描 法 分 析 Qio 的 文献 ， 已 知 仅 有 一 篇 。 我 们 的 薄野 扫描 法 与 文献 (Casey 
et al,，1972) 法 相 比 具有 如 下 优点 ，1) 不 仅 根 据 Rf 值 而 且 根据 Qio 的 紫外 特征 吸收 学 
谱 及 其 氧化 一 还 原 转 化 ， 作 Qu 的 定性 分 析 更 为 可 车 。 2 ) 由 于 不 用 浓 硫 酸 焦 化 Q10 的 乾 
点 ， 而 是 直接 测定 Qio 班 点 的 紫外 吸收 值 ， 因 此 灵敏 度 达 到 0.29 微 克 是 文献 的 17 信 。 
3 ) 通过 分 别 测定 Qi 斑点 的 氧化 型 及 还 原型 紫外 吸收 值 可 以 测定 Qu 疯 点 中 杂质 的 近似 
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含量 。 此 法 的 灵敏 度 虽 不 及 气相 层 析 法 ，(Morimoto et al,, 1973), HR THERE 


便 ， 另 外 气相 层 析 法 会 使 六 品 分 介 ， 造 成 峰 形 变形 ， 因 此 测定 的 精确 度 不 高 。 初 步 结 果 
旺 示 本 法 的 误差 在 2.6% 以 于 。 至 于 高 速 液 相 层 析 法 (Donnahey et al., 1975) 及 极 谱 法 
(Krabi et al,，1975) 无 论 在 灵敏 度 、 精 确 度 、 特 异性 及 简便 性 等 方面 均 不 如 本 法 。 因 
此 本 法 是 目前 Qis 分 析 法 中 较 理 想 的 一 种 方法 。 
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STUDIES ON THE PREPARATION OF COENZYME Qi 
FROM PIG HEARTS UTILIZED FIRST FOR THE 
EXTRACTION OF CYTOCHROME C 


Xu Yisheng Hu Jun Zhang Hanyun 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica, Kunming) 


Pig hearts have been utilized in great quantities for the extraction of cylo- 
chrome C, In the process of extraction, the pig hearts had to be treated with 
acidic solution, they thus used to be considered as ratf and were discarded. Through 
a series of analytical studies, we now present evidence that Co Q,, is not destroyed 
in these used pig hearts, They may be utilized as one kind of cheap raw material 
for the industrial production of Co Qu. 

Various methods for the production of Co Qjo were compared, Some non- 
saponification methods were developed and their advantages over the saponification 
ones were discussed, 
layer chromatography method was described. It combines accuracy 


with simplicity and can be employed both for the qualification and the quantifi- 






cation of Co Qio。 
Key words Biochemical drug Raff of pig heart Coenzyme Qio 


